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1. RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad zoonética de distribucidn mundial causada por bacterias
del género Brucella que son patdgenos intracelulares facultativas, anualmente se reportan
alrededor de 500,000 casos humanos, el consumos de derivados lacteos como lo es el
queso fresco de leche de vaca representa un vehiculo importante de la transmision de la
enfermedad de los reservorios al ser humano. El objetivo general de este proyecto fue
Identificar especies de Brucella por el método de PCR multiple en quesos artesanales no
pasteurizados obtenidos de la ciudad de Puebla para sugerir cual es la prevalencia de esta
bacteria en quesos frescos en mercados de la ciudad de Puebla y cual de sus especies es la
mas frecuente detectada mediante la técnica de PCR multiple.

Se muestrearon 15 de 19 mercados totales de la ciudad de Puebla lo que representa el
55.5%, se obtuvieron quesos no pasteurizados a base de leche de vaca para la
identificacidon de especies de Brucella por el método de PCR multiple. A los quesos se les
extrajo el DNA bacteriano mediante el kit Quick-gDNA MiniPrep, para posteriormente
someter el DNA obtenido a una PCR la cual se realiz6 empleando una mezcla de reaccién
comercial (GoTaq® Green Master Mix, PROMEGA) para la identificacion del gen bp26
como una prueba tamiz ya que este gen se encuentra presente en todas las especies de
Brucella, los genes empleados para la PCR multiple fueron los genes wboA, eryC, omp31,
rspL y crp. Los productos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.25%, el cual se sometié a 90 volts durante 1 hora en buffer TAE 1X (0.04M
Tris-acetato, 0.001M EDTA pH 8.0). Para estimar la longitud del fragmento de ADN se
utilizd el marcador de peso molecular de 1000 pb (Gene Ruler™ 1000bp DNA Ladder
FERMENTAS). El gel se tifid en solucién de bromuro de etidio a una concentracion de
5ug/ml durante 5 minutos y posteriormente el material genético se visualizd en el
transiluminador UV.

Se estandarizo la técnica de PCR multiple para Brucella abortus S19 y Brucella melitensis
M16 en quesos a base de leche de vaca no pasteurizados. Se inocularon quesos de leche
de vaca y de leche de cabra con Brucella abortus $19 y Brucella melitensis M16 utilizadas
como control positivo para verificar la especificidad del método.

Se determind la sensibilidad de la PCR multiple en Brucella abortus S19 y Brucella
melitensis M16 realizando diluciones del DNA de estas mismas cepas resultando 6 ng/ulL
para Brucella abortus S19y de 5.9 ng/ulL para Brucella melitensis M16.

No se detectd Brucella en las 50 muestras de DNA de los quesos muestreados mediante la
técnica de PCR.



2. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad zoondtica de distribucion mundial cuya incidencia y
prevalencia varia de un pais a otro; es producida por bacterias del género Brucella, que
son patégenos intracelulares facultativos que originan una enfermedad infectocontagiosa
del tracto genitourinario de sus reservorios naturales, animales silvestres y domésticos
como cabras, vacas, borregos, cerdos y perros, entre otros. El hombre incidentalmente
adquiere la enfermedad a través del contacto directo con animales infectados o al
consumir productos como leche o queso fresco sin que estos lleven un proceso de
pasteurizacion; se le denomina fiebre de Malta, del Mediterrdneo o melitococia; es una
enfermedad sistémica que puede involucrar cualquier érgano o sistema del cuerpo; al afio
se reportan mundialmente mds de 500,000 nuevos casos en humanos (Pappas y cols.,
2005). Las zonas de mayor prevalencia corresponden a la region del Mediterraneo, Asia
occidental, algunas partes de Africa y América (Estados Unidos, México, Brasil, Peru,
Colombia y Argentina) (Adams G, 1997).

La presencia de brucelosis es causa de importantes pérdidas econémicas del ganado
bovino asi como en los productos lacteos que derivan de estos, sin embargo, los métodos
serolégicos para la identificacion de las diferentes especies patdgenas en distintos
hospederos, asi como la diferenciaciéon de cepas vacunales de estas especies, dificulta la
capacidad de distinguir animales infectados de animales vacunados, lo que trae como
consecuencia deficiencias en el control de la enfermedad, asi como su comercio,
promoviendo la permanencia o re-emergencia de esta zoonosis. En México la brucelosis
existe desde finales del siglo XIX, se le adjudica a Placeres la confirmacion bacteriolégica
de Brucella melitensis en dos enfermos con fiebre de Malta en el estado de Puebla (Ruiz.
1986). El alto consumo de quesos artesanales no pasteurizados en el estado de Puebla
representa un importante vehiculo de transmisién de la brucelosis de los reservorios al
hombre. En este trabajo se muestrearon varios mercados de la ciudad de Puebla para el
estudio de quesos artesanales no pasteurizados y la identificacién de especies de Brucella
por el método de PCR multiple, esto con la finalidad de tener una nocién del control y
prevencidn que se tiene en el ganado, potenciales transmisores de la enfermedad a otros
animales y al humano al consumir productos contaminados.
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3. MARCO TEORICO
La brucelosis existe desde finales del siglo XIX en el territorio nacional. El estudio detallado
de los aspectos clinicos, epidemioldgicos y epizootioldgicos se realizd a partir de 1905. Se
le adjudica a Placeres la confirmacién bacteriolégica de Brucella melitensis en dos
enfermos con fiebre de Malta en Puebla. A partir de entonces se inicié la busqueda de
mas casos en varias entidades del pais y se estudio el aspecto epidemioldgico (Ruiz, 1986).

La primera descripcién del género la realizaron Meyer y Shaw en 1920; la clasificacion se
basd en aspectos morfoldgicos, caracteristicas culturales, bioquimicas, seroldgicas y de
fagotipia, junto con la especificidad relativa hacia ciertos hospederos (Corbel y Brinley-
Morgan, 1984). Desde entonces esta clasificacion ha sido ampliamente usada en el mundo
para propositos diagndsticos y epidemioldgicos.

3.1. GENERO Brucella

El género Brucella es un grupo de bacterias Gram negativas que presentan forma de
bacilos cortos de 0.5 a 0.7 um de didmetro y de 0.5 a 1.5 um de largo, se observan
aislados, en pares, en cadenas cortas o grupos. Al emplear la tincién de Zielh-Neelsen
modificada (tincién de Stamp), las brucelas se tifien de color rojo y conservan la misma
morfologia; no producen capsula verdadera, endosporas y son inmdviles. Son aerdbicas,
con un sistema transportador de electrones basado en citocromos, que emplean al O, o al
nitrato como aceptores finales de electrones. Muchas cepas requieren CO, suplementario,
especialmente en el primo aislamiento. Su temperatura dptima de crecimiento es de 37°C,
aunque pueden crecer a temperaturas de entre 20 y 40°C. El pH 6ptimo para su
crecimiento es de 6.6-7.5 (Corbel, 1989; Holt y cols., 1994).

Poseen un metabolismo oxidativo; son catalasas y oxidasas positivas. No utilizan el citrato
como fuente de carbono ni desdobla el indol de la molécula de triptéfano. Son bacterias
guimioorgandtrofas que requieren medios complejos para su desarrollo que contengan
aminodcidos, tiamina, niacina, biotina e iones magnesio, algunas cepas crecen mejor con
suero o sangre pero no requieren hemina (factor-X) ni adenina nicotidamina dinucleotido
(factor-V), no producen hemédlisis. (Corbel, 1989)
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3.1.1. ESTRUCTURA Y COMPOSICION QUIMICA

Estructura externa:

La membrana externa de Brucello es rica en fosfatidilcolina a diferencia de la
perteneciente a las enterobacterias relacionadas con ella, que es rica en
fosfatidiletanolamina. Su componente mas abundante y mejor estudiado es el LPS, que se
conoce también con el nombre de endotoxina. En él se distinguen tres regiones: el lipido
A, un oligosacdrido intermedio, llamado nucleo, y el polisacarido O (PSO), también
conocido como cadena O, ausente o presente con pocos residuos en el LPS-R (Figura 1). En
base a la expresion del LPS las colonias de Brucella obtenidas en medio sélido pueden
tener diferentes aspectos; cuando el PSO se encuentra ausente o presente en pocos
residuos en el LPS, las colonias adquieren un aspecto rugoso, mientras que si el PSO es
abundante el aspecto de las colonias es liso, y son estas cepas mas virulentas (Zygmunt,
2009)

\

Polisacérido O >

Nicleo >
Membrana

/ externa

LipidoA 3

Fosfolipidos > )élx
L
X0

v

Espacio peripldsmico

Figura 1. Esquema simplificado de la membrana externa de la pared celular de Brucella. El LPS-S de las
formas lisas esta constituido por el lipido A, el nucleo y el polisacarido O (PSO). El LPS-R de las formas
rugosas carece de cadena O o esta reducida a muy pocos residuos. P: proteina. (Castro y cols, 2005)

Las proteinas de membrana externa (PME u OMPs) se asocian estrechamente con los LPS.
Dentro de éstas se encuentran las denominadas proteinas mayores, que son las mas
abundantes y se clasifican en tres grupos de acuerdo a sus pesos moleculares: grupo 1
(89-94 kDa), grupo 2 (36-38 kDa) y grupo 3 (25-27 y 31-34 kDa), algunas de ellas
identificadas y caracterizadas como porinas (Omp25, Omp31, Omp2b) (Salhi | y cols.,
2003.) y se encuentran expuestas en la membrana externa, pero son menos accesibles en
las cepas lisas que en las rugosa. Mediante el empleo de anticuerpos monoclonales se han
identificado otras proteinas de membrana menos abundantes que se denominan
proteinas menores, siendo algunas de ellas lipoproteinas identificadas como Omp10,
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Ompl16 y Omp19. Existen estudios que sugieren que las OMPs son posibles inductores de
la respuesta inmune del hospedero cuando se presentan infecciones por Brucella
(Cloeckaert A. y cols., 1999).

Estructura interna:

La mayoria de las proteinas citoplasmaticas de las bacterias del género Brucella son
compartidas por todas las especies del género. Algunas de estas proteinas son de interés
diagndstico, como por ejemplo la glicoproteina A2 termorresistente, una proteina de 17
kDa, involucrada en la sintesis de riboflavina, que aparece en la fase activa de la infeccién
y la proteina peripldsmica bp26 de la cual se identificara en este proyecto.

3.1.2. Genoma de Brucella

El genoma de Brucella tiene un tamafio total aproximadamente de 3.2 megabases (Mb)
(Sanchez, 2001) y estd conformado por dos cromosomas circulares (Cr) independientes. El
cromosoma 1 (Crl) es el mas grande, con un tamafio medio de 2.1Mb y el cromosoma 2
(Crll) tiene un tamafio medio de 1.2 Mb. Ambos tienen un contenido similar de G-C, de
aproximadamente 57.1% en promedio para el Crl y de 57.3% para el Crll. El nUmero total
de genes es de aproximadamente 3,460 de los cuales alrededor de 3,180 son genes que
codifican para proteinas con diversas funciones fisioldgicas y metabélicas (Figura 2), el Crl
es donde se encuentran la mayoria de los genes esenciales (Sanchez, 2001; Halling, 2005;
Wattam, 2009)

El genoma de Brucella conserva un 90% de homologia entre sus especies (B. abortus, B.
melitensis y B. suis) siendo mayor la homologia en el Crl que en el Crll (Figura 3), esto fue
demostrado por estudios de hibridacién DNA-DNA y comparacién de la secuencia de la
subunidad 16S del acido ribonucleico robosémico (RNAr) entre estas especies (Godfroid,
2005). Sin embargo la existencia de fragmentos Unicos en ambos genomas de las distintas
especies (Paulsen, 2002) permite el desarrollo de ensayos répidos y especificos para la
identificacion molecular de todas las especies conocidas de Brucella (Garcia, 2006)
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Figura 2. Clasificacion funcional de B. abortus, mostrando la distribucién de genes segun sus funciones
bioldgicas. Los genes que fueron clasificados en mds de una categoria se incluyeron en el grupo de funciones
mixtas.



Benemérita Universidad Autonoma de Puebla Facultad de Ciencias Quimicas

Cromosoma | Cromosomal ll
abo S19 -] .-_v
12 13 1516 1718 112 114 118 1197 27 21
merwan Tt - = 7 3 o e i TR - T Pae
abo 2308 | Iy sy ey o A  mwE e
12 13 15161718 112 1.14 116 117 21, 24 210 28 27 2n
abo 9.041 — S = ;-;;,.,;;;;; T '
2 12 1.3 15161718 192 114 116 117 '21 24 210 28 ;.7 M
...... a = = i | - 2 = A | TN 7
mel 23445 e 1 1 1
12 1.3 1516 1.718 112 114 118 117 ‘
mel 16M a e e — —
12 1 18 1 8 112 114 118 177
oV’s o > . X =) T ] i X
¥ |_. | L] LI L L
12 13 1516 18 112 114 1168 117
? —
cams 1} TY W0
12 13 151617 18 112 114 118 117
suis 1330 ‘
12 13 1516 1718 112 114 1168 117
Giite 23448 e T -
o S W LN B | Ty -
12 1.3 1518 1.7 18 112 114 117 21 24 25 27 28 210 21 1.16

Figura 3. Alineamiento de ambos cromosomas de nueve genomas completos de Brucella, donde se muestra
la mayor homologia encontrada en el Crl entre las especies que en el Crll (Wattam, 2009).

3.1.3. GEN bp26
El gen bp26 que codifica a la proteina Omp28 se encuentra en el periplasma de Brucella y
ha sido identificada como un importante antigeno diagndstico de brucelosis. Esta proteina
es altamente conservada entre B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae y B.
melitensis y es ampliamente utilizada como un marcador de diagndstico y de vacunacion
contra la brucelosis.

La proteina Omp28 es un antigeno protector excelente e inductor de respuestas celulares
induce no sélo titulos altos de IgG, sino también, la respuesta celular de IFN-y, IL-4, IL-5 e
IL-6. (Jinlang Qiu y cols., 2012)

SECUENCIA DEL AMPLICON OBTENIDO PARA LA DETECCION DEL GEN bp26 en Brucella

Cromosoma | - NC_006932.1
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GCCCCTGACATAACCCGCTTTGTCCAAATTTTTTCAACTTTTCCTGTAGGAGATTTTATGAACACTC
GTGCTAGCAATTTTCTCGCAGCCTCATTTTCCACAATCATGCTCGTCGGCGCTTTCAGCCTGCCCGC
TTTCGCACAGGAGAATCAGATGACGACGCAGCCCGCGCGCATCGCCGTCACCGGGGAAGGCATG
ATGACGGCCTCGCCCGATATGGCCATTCTCAATCTCTCGGTGCTACGCCAGGCAAAGACCGCGCG
CGAAGCCATGACCGCGAATAATGAAGCCATGACAAAAGTGCTCGATGCCATGAAGAAGGCCGGC
ATCGAAGATCGCGATCTCCAGACAGGCGGCATCAATATCCAGCCGATTTATGTCTATCCTGACGAC
AAGAACAACCTGAAAGAGCCTACCATCACCGGCTATTCTGTATCCACCAGTCTCACGGTTCGCGTG
CGCGAACTGGCCAATGTTGGAAAAATTTTGGATGAATCCGTCACGCTCGGTGTTAATCAGGGCGG
TGATTTGAACCTGGTCAATGATAATCCCTCCGCCGTGATCAACGAGGCGCGCAAGCGCGCAGTGG
CCAATGCCATTGCCAAGGCGAAGACGCTTGCCGACGCTGCAGGCGTGGGGCTTGGCCGTGTGGT
GGAAATCAGTGAACTGAGCCGCCCGCCCATGCCGATGCCAATTGCGCGCGGACAGTTCAGAACCA
TGCTAGCAGCCGCACCGGACAATTCCGTGCCGATTGCCGCAGGCGAAAACAGCTATAACGTATCG
GTCAATGTCGTTTTTGAAATCAAGTAAATAGCCGGGGTATGACGCCCTTTGCCACCTGATACAAAA
CGCCGGCCTGGTTTCACAGGCCGGTTTTTTTGATTAGAGCGCGTTTCGATCTGATTGAATCCGATC
GGCGCTCTAATCCTTTGTTTTGACGCGCATCTTTTCCGAAAACCGTTTCACACTTTTCGGGATGCGG
TCTAGCGGATGATCGGGCAACCGCGCGTATCGGCAAATGTCACGCTC

Tomado de: Banco de genes de ncbi.

3.1.4. GEN wboA
El gen wboA codifica para una glicosil transferasa esencial en la biosintesis del
lipopolisacarido antigénico “O” ausente en la cepa vacunal RB51, ha sido empleado para
distinguir la cepa vacunal de Brucella abortus RB51 de otras cepas de Brucella a partir de
aislamientos (Vemulapalli y cols.).

SECUENCIA DEL AMPLICON OBTENIDO PARA LA DETECCION DEL GEN wboA en Brucella

Cromosoma | - NC_017244.1

[ asaain e [ 971435

EH25_A0a949l uboﬁ—h EH25_RA09as

BH2&_RA04992 EH25_RA0994 EH25_RA0 996
EH2E_RA09a7

ATGGCTCCGAGACATATTACAGTTATCCTACCAGCTAAGTACCGAGGCGGAAGTCTTCGAACTAC
GAAGAATATCGTTCGAATGCTTTTGAAGGGAAGTCAGAATTATGGTGAACAGTGTCAAGTTAGAT
TGGCAGTACGTGCCGATACCTACGATATTGGGGAGGAGTTTCGTGATCTTATCGATAATGGTGTA
GAGGTTCGGGAAATATCATTCAAAGAAGTTCCTCCAGAAGATGTTAACAATGCTAACTATTTCCAA
GGTAGAAATATCGACCTACAGTCGAGAACCTATTGGCTAATGGAGGATGGCCAAAACAACTGTGC
CGATAGTGACCTTTGGCTAGTTGTATCCTACTCTGTAGAGTATCCTATTGCCCCGATAAGGCCGAC
ACTGATATTTGCCACCGATTTCATTCAAAGGTACGTACCTGATATTATTTGGCCACCACGGCCCGGT
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GAGGGGGATGCTGAGGCTCTTGCGTTCTTACGACAATCAGACGGCGTACTAGCTACAACACCACA
CACGCGGCTGGATGCGATTTCATACGCTGGCTTACCTGCGTCCAAAGTTTATCTTGCTCCGATGGA
GTTTGACCCGACGTTTTTGGATCGTTACCGGTCAGTGTCTAAGGTTAAGGAACCCTATTTCCTTTG
GCCAACCAACCCAAATGCTCACAAAAACCATGCAAAAGCGTTTCAAGCGCTAGACCTATATTACGG
CAAACTAAAGGGTAAGATAAAGACAAAGATAGTCGGTGTGAGTAGTGTGCGGATGGACCCATCC
CATCGATGGCAGGCCAAGTACGAAAATAAGGCTTATGTGAAATCTGTACGGGAAATTGTTGCGG
GTCTCGACAACCTGAAAAGCAATGTTGAGTTCGCTGGTGAGGTTGCGGACAAGGAGTATGCGGA
GCTTCTTGCTTCAGCTTGTTTCCTTTGGCATCCAACTTTGGCAGACAACGGAACTTTTGCTGCGGTC
GAAGCGGCATATATGGGATGTCCAACGCTTTCAAACGACTACCCGCAGATGCGGTATATTTCTAAC
CGTTTCGAAATTCCCATGCAGTATTTTAACGCAAGGTCTGTGAAGGAAATGGCATCAGCGCTTAAG
CAAATGGAGGAGACGCCAATAGATGTAGGTTTATTGCCAAGTCGAGAAACCCTATCTCTGCATTC
GTGGGAAGCTCACGCTTCCGAATACTGGGATGTGATCGTGAGGGCAGCGGCATGAATAAGCTCG
GCGTGTTTATCGGCTATAACCCAGGCCAATTAGATCCATATCAGGGTATTTCTCGCTTAATTGCATT
CGTGATCAAGGGGGCCTTGAACCAGGGTAGCGGTGTAACAATTGCTTGCCCCGGCTGGCTAAAG
GACGATGTACGTGTTCTTTTGGAAGATGCTGATATCCCACTTGAAGCGGTCAAAATTATCGCGACG
AATGGTCAGCCTCCATTGGCTTCGTTATGGAAGTTGAGAGATAAGTTCCGTAAGAGACGGACGAG
TAAACGAAAACGTCTCTGGCTGGAGCGCTATGGCAAAAATGTTGCAAATTTTGTTGCAGAATGGC
TTTCTTCGCGCTCGTATTGGGGGATTTTTTTGGGGGCTGCTGCAATTGCTGTAGTGACTATTCTACT
TGCCGTACCAATTGCTATAGCCTTCACCGCTCTTATCGGTCTTCTATTTGCTCGTCGGCTTATTAGAC
GTGTTATCAGGTCAAAGCTTGGTTTGTTTTTTCACAAAAATGCCAATCAATTCAACAAATTAATGTC
ATCTGATGAAACCATCGACCGGATGAGGGAACGGGAATTCTCATTGTTGATGAAGAAGATCAACG
CCCAGAAGGACATCAAAGTTTGGTATGTACCAGCCATGTTTTGGCCCGAGGTCGCTAACATAAAA
TCCAAGATCGTGATGGCAGCCCCGGATATCGTCTTCTTCGATTACCCAGGGAACTTCCGAGGGATA
CGAGAGCATAACTCATATGATCGCATGTTAAAGAGCTTGAGGTCTGCCGATCATCTCGTTTGCTAC
AGTGAAAATGCGAAGC

Tomado de: Banco de genes de nchi.
3.1.5. GENomp31
Codifica a la proteina 31, que es la proteina principal en la membrana externa de Brucella
melitensis.

SECUENCIA DEL AMPLICON OBTENIDO PARA LA DETECCION DEL GEN omp31 en Brucella

Cromosoma Il - NC_015858.1

[ 3973 [ 397354
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TTTACACAGGCAATCCAGCAAAGCCCGTACGCCAGCGGCGCAAAAACACAGATTATTCAATCCAC
CGGTTTTAAAGAATAAAACACATGCCCTCCTGGCGAAGCAGCACTGCGTCTGCCCATTGAAAAAAT
ATGATATGAAGCGCAACAATAAGTAGTAGAAAAATCCGGAGGCTTTGGGTTTTCGTTTAGAAGAA
AGTTTGGTTTCGCCTGTTGAAATATGCAACTTTAAGCATTTTACTATAAAATTAGTGTGATTTCAGA
AAACCCATCCCGCACCATGCGTTTTATAGTGGATTTATTTGATTTATGATCTTTATCCCCACTTAATT
GGTAAAAATCCCGTTAAAAATGCCCAATTGTAATTTTTTCCCTTAAATCAGCATTACAACGAGATGT
TGCATAAAAGTGACAGACTTTTTCGCCGAATGTGATTAGGTAAGCTTTGTCTAATTTACCTAGAGG
TTTAAAATGAAGTCCGTAATTTTGGCGTCCATCGCCGCTATGTTCGCCACGTCCGCTATGGCTGCC
GACGTGGTTGTTTCTGAACCTTCCGCCCCTACTGCTGCTCCTGTTGACACCTTCTCGTGGACCGGCG
GCTATATCGGTATCAACGCCGGTTACGCAGGCGGCAAGTTCAAGCATCCATTTTCTAGCTTTGACA
AGGAAGACAACGAACAGGTTTCCGGTTCGCTCGACGTAACAGCTGGCGGCTTCGTCGGTGGTGTT
CAGGCCGGTTACAACTGGCAGCTCGACAACGGCGTCGTGCTCGGCGCGGAAACCGACTTCCAGG
GATCGAGCGTTACGGGTTCGATTTCAGCCGGTGCCAGCGGTCTCGAAGGCAAAGCTGAAACCAA
GGTCGAGTGGTTCGGCACAGTTCGTGCCCGTCTTGGCTACACGGCTACCGAACGCCTCATGGTTTA
TGGTACCGGCGGTCTGGCCTATGGTAAGGTCAAGTCTGCGTTCAACCTGGGTGATGATGCAAGTG
CCCTGCACACGTGGTCCGACAAGACGAAAGCTGGCTGGACCCTCGGCGCTGGTGCTGAATATGCC
ATCAACAACAACTGGACGCTCAAGTCGGAATACCTCTACACCGACCTCGGCAAGCGCAACCTCGTC
GACGTTGACAATAGCTTCCTTGAGAGCAAGGTCAATTTCCACACTGTTCGCGTCGGTCTGAACTAC
AAGTTCTAA

Tomado de: Banco de genes de ncbi.
3.1.6. GENeryC
También llamado TaD-eritrulosa-1-fosfato deshidrogenasa, es uno de los cuatro genes que
forman parte de un operdén (operdn ery) para el metabolismo del eritritol.

SECUENCIA DEL AMPLICON OBTENIDO PARA LA DETECCION DEL GEN eryC en Brucella

Cromosoma Il - NC_006933.1

[ 552606 [ 365595

EruRb2_0364 eral:‘_ =r-yf

apyll apyb EruRb2_03569

ATGGCCCTGACGCTTTCGCTCAACACCAATCCGCTGGTCAACCGCTTTGCCGAGCCGGACGACCTG
ATCGAAACGGTTGCCCGCGACCTGCGCCTGCGTGACCTCCAGCTTACCCATGAGTTTATCAATCCA
AGCTGGCAGGCCTCGACCATCCGCCGCCTCACCCGCGACATGGACAGGGCCTTGCAGCGCACCGG
TGTCCGCGTCACCTCCGGCATGACCGGCCCCTATGGCCGCCTCAACCATTTTGGCCATCCCGACCG
GGACGTGCGCCGCTATTATGTGGACTGGTTCAAGACCTTTGCCGATATTATCGGCGATCTTGGCG
GCAAGTCCGTCGGTACGCAGTTTGCAATCTTCACCTATAAGGATTTCGATGATCCGGCGCGCCGLG
AAGAACTTATCAAGATCGCCATCGACTGCTGGGCCGAGGTGGCCGAACATGCGGCAGGTGCGGEG
CCTCGACTATGTGTTCTGGGAGCCGATGAGCATCGGGCGCGAATTTGGCGAGACGATTGCCGAAT
GCATGAAGCTTCAGGATCGGCTCACCGCCGCTAACATGGCGATCCCCATGTGGATGATGGCCGAT
ATCGACCATGGTGACGTGACATCCGCTAACCCGGACGACTACGATCCTTACGCATGGGCCCGCAC
CGTGCCGAAAGTCTCGCCCATCATCCATATCAAGCAAAGCCTGATGGACAAGGGCGGGCATCGTC
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CTTTCACAGCCGCGTTCAATGCCAAGGGCCGCATCCAGCCGGAACCGCTTTTGAAAGCCTTTGCCG
AAGGCGGCGCGGTGGATAATGAAATCTGCCTTGAACTTTCGTTCAAGGAGCGCGAGCCGAACGA

CCGTGAAGTCATTCCACAGATTGCAGAAAGTGTGGCTTTCTGGGCGCCGCACATTGACACCGGCG

CTAAGGACTTGAAGATATAG

Tomado de: Banco de genes de nchi.
3.1.7. GEN crp (regulador transcripcional)

SECUENCIA DEL AMPLICON OBTENIDO PARA LA DETECCION DEL GEN crp en Brucella
Cromosoma Il - NC_006933.1

[ 24720 P [ =s02a90 p

EruRAb2_0915 Eruﬂba_ﬂﬁi?‘_ EruRbZ_0919
BruRb2_0916
ErufAb2_0915

CGCAGACAGTGACCATCAAACCCCGAACCATGACCTATCGCGCGGATGGGGATTTTCAGAAGAAT
AACTATCCGGTCGATGCGCCTTTGACGACGCGCAAGCTTCGGCGATCCTTCGAGATCATGAAATAT
CAGGTAACGGGGGCTGAATAC

Tomado de: Banco de genes de ncbi.

Los genes wboA, eryC y crp fueron seleccionados por ser genes compartidos en las dos
especies de Brucella que infectan al ganado bovino: Brucella abortus y Brucella melitensis,
y el gen omp31 fue seleccionado por ser el gen que diferencia entre estas dos especies.

3.2. HABITAT

Se ha reportado la presencia de Brucella en el medio ambiente, en el estiércol, paja, agua
y hortalizas, en donde pueden permanecer durante periodos variables que dependen de
la presencia de material orgdnica y de la temperatura; no se considera que este tipo de
vida libre en el ambiente, sea parte de su ciclo de vida. Bajo condiciones apropiadas de
temperatura, humedad y proteccidon contra el sol, las brucelas pueden sobrevivir en
ambientes diversos por largos periodos, aunque no existe evidencia de que los organismos
se repliquen significativamente en estas condiciones. Asi en el suelo hiumedo a 10°C
sobrevive 66 dias; en agua a -4°C, 114 dias; en estiércol en verano un dia, pero en invierno
53 dias. (Tabla )
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Tabla 1. Supervivencia de Brucella en el medio ambiente

MATERIAL TIEMPO DE SUPERVIVENCIA
Suelo y estiércol 80 dias
Polvo 15-40 dias
Leche a temperatura ambiente 2-4 dias
Fluidos y secreciones en verano 10-30 minutos
Lanas de depdsitos 110 dias

Aguaa37°Cyph7,5
Agua a 8°Cy ph 6,5

Menos de 1 dia
Mas de 57 dias

Fetos mantenidos a la sombra 6-8 meses
Descarga vaginal mantenida en hielo 7 meses
Manteca a 8°C 1-2 meses
Cuero manchado con excremento de vaca 21 dias
Paja 29 dias
Grasa de ordefio 9 dias
Heces bovinas naturales 1-100 dias
Tierra hUmeda a temperatura ambiente 66 dias
Tierra desecada a temperatura ambiente 4 dias

(Torres Vitela y cols., 2010)

3.3. RESERVORIOS

Los reservorios de Brucella son las especies domésticas: vacas, borregos, cabras, cerdos,
perros y en menor escala caballos, burros y otros mamiferos propios de la zona. Los signos
caracteristicos de la brucelosis, en la mayoria de las hembras, son el aborto o los
nacimientos prematuros y la retencién de la placenta. La produccién de leche disminuye
con los nacimientos prematuros; la mayoria de las hembras abortan una vez, aunque
algunas no son afectadas; la ubre a menudo se mantiene permanentemente infectada,
sobre todo en cabras y vacas. Las diferentes especies de Brucella pueden producir orquitis
(inflamacion de testiculo) o epididimitis (inflamacién de escroto) en los machos (Nielsen y
Duncan, 1990). Existe una preferencia de las brucelas por infectar a ciertas especies
animales, B. abortus infecta principalmente al ganado bovino, aunque puede afectar y
causar signos clinicos en otras especies animales. La brucelosis bovina, producida por B.
abortus, es la mas extendida en el mundo. En México la brucelosis caprina causa el 90% de
los casos en humanos. Los reservorios animales preferidos de la especie B. melitensis son
las cabras y los borregos, aunque otras especies animales no quedan exentas debido a su
gran virulencia y contagiosidad. El reservorio de B. suis, hasta ahora reportado en México,
es el cerdo, y el de los perros, B. canis (Lépez Merino, 1989; Luna y Mejia, 2002)
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3.4. EFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

Son producidas por la ingestién de alimentos o agua contaminados con agentes
infecciosos como bacterias, virus, hongos, parasitos, que en la luz intestinal pueden
multiplicarse e invadir la pared intestinal y desde alli alcanzar otros aparatos o sistemas.
La infeccién alimentaria se produce cuando el alimento contiene suficiente cantidad de
microorganismos infecciosos, es decir, una determinada dosis infectante como para
enfermar a una persona, que se considerara infectada. Microorganismos como las
brucelas tienen la capacidad de diseminarse a otras partes del organismo, no permanecen
en paredes del intestino y tampoco producen diarrea en un alto porcentaje de las
personas infectadas. Entre los factores determinantes para la ocurrencia de las ETA’S se
pueden citar los agrupados en factores de contaminacién, supervivencia y proliferacién.
(Castro Dominguez y cols, 2001).

3.5. FUENTES Y MECANISMOS DE CONTAMINACION

Los animales infectados son la principal fuente de propagacién de Brucella, siendo las
hembras grdvidas las mas importantes, las cuales al abortar o parir expulsan grandes
cantidades de bacterias con el feto, liquido amnidtico y las membranas fetales; las
secreciones vaginales después del parto o mamarias son el principal vehiculo de
contaminacién de los corrales, camas o lugares donde pernoctan o abrevan. De esta forma
se contaminan con facilidad, el suelo, los traspatios, los corrales, la paja de las camas, el
agua de los arroyos, canales y pozos (Acha y Szyfres, 1986; Joint FAO/WHO, 1986; Lapaque
y cols., 2005). La presencia de B. melitensis en bovinos es muy peligrosa por el gran
volumen de leche infectada que se produciria por animal, y por la contaminaciéon que se
difundiria al medio ambiente con un solo aborto (alrededor de 10'? bacterias/mL); en
estas condiciones la transmisién al resto de los animales del rebafio se realiza en poco
tiempo por contagio directo, ingestidon de leche, calostro o via venérea, por ingestion de
material contaminado como pasto, agua, entre otros (Luna y cols., 1992). B melitensis
produce infecciones en ovejas y cabras; las principales manifestaciones clinicas son el
aborto, orquitis y epididimitis (Nielsen y Duncan, 1990).

La brucelosis humana invariablemente es transmitida de animales infectados al hombre,
respecto a la fuente de infeccién, la Coordinacion de Vigilancia Epidemioldgica reporté
gue para los casos ocurridos en los afios 1994-1996, la fuente de infeccidn identificada fue
leche (24.9%), queso (16.1) y otros (19.1%); y el resto de casos fueron por contacto directo
(Veldzquez y cols., 1998). En algunos casos la infeccidén se transmite predominantemente
por el contacto del hombre con los animales, por lo que se cataloga como una
enfermedad profesional de veterinarios, ganaderos, ordefiadores y carniceros
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principalmente; sin embargo, en la poblacién abierta la transmision se debe al consumo
de leche, quesos y otros productos lacteos no pasteurizados, visceras y carne mal cocida
proveniente de animales infectados.

Otras formas de infeccidén incluyen contacto directo de excreciones, secreciones o tejidos
de animales infectados o fomites contaminados en abrasiones de piel, inhalacion de
particulas de estiércol contaminado. Inoculacidn accidental de cepas vacunales y
salpicaduras de la bacteria en conjuntiva. Ademas el personal que maneja cultivos de
Brucella atenuados o virulentos esta en riesgo de adquirir la infeccién en el laboratorio
por ingestion accidental, inhalacion de aerosoles infecciosos y contacto de mucosas o piel
con Brucella. La enfermedad ha sido reconocida como una de las infecciones mas
comunes transmitidas en laboratorios clinicos, de investigacién y produccién de vacunas o
reactivos de diagndstico (Mantur y cols., 2007).

3.6. FACTORES EXTRINSECOS E INTRINSECOS IMPORTANTES EN EL
ESTABLECIMIENTO DE LA ENFERMEDAD

e Factores dependientes del hospedero: existencia de reservorios, especies
sensibles, raza, edad, sexo, estado gestacional, tipo de crianza, extensiva o
intensiva e idiosincrasia del propietario.

e Factores dependientes de Brucella: virulencia, sensibilidad a agentes fisicos vy
guimicos, preferencia de especie y biovares hacia determinada especie animal.

e Factores dependientes del medio ambiente: clima, estacionalidad, instalaciones de
los corrales.

La transmisidn de Brucella y su prevalencia en una region determinada indudablemente
dependerd de los factores mencionados y de otros relacionados con los productores,
como: habitos alimenticios, procedimientos para procesar la leche y productos lacteos,
costumbres sociales, practicas de crianza, estatus socioecondmico e higiene ambiental.
(Lépez y Contreras, 2010)

3.7. PATOGENIA
Las especies de Brucella son patdgenas intracelulares facultativas, propiedad que las
mantiene protegidas de la accidon de los antibidticos, y de los mecanismos efectores
dependientes de anticuerpos; esto justifica la naturaleza crénica de la infeccién ya que son
capaces de adherirse, penetrar y multiplicarse en una gran variedad de células eucariotas
tanto fagociticas como no fagociticas. La dosis infectante para el hombre es de 100 UFC
(Lopez, 1991).
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Cuando estas bacterias ingresan al organismo pueden ser fagocitadas por los
polimorfonucleares (PMN) y macréfagos como parte de la inmunidad innata. Si no son
eliminadas llegan por via linfatica a los ganglios regionales correspondientes pudiendo
desde alli invadir el torrente sanguineo, donde son fagocitadas por los PMN y macréfagos
circulantes y transportadas, de esta manera, a los diversos érganos donde pueden
sobrevivir y multiplicarse dentro de las vacuolas de los fagocitos circulantes y tisulares
(Pizarro-Cerda y cols., 1998). Los mecanismos de ingreso de la bacteria a estas células no
estdn suficientemente aclarados aunque se presume que el LPS y las proteinas de la
membrana externa podrian participar en los mismos, mediante receptores tipo manosa o
integrinas, respectivamente. Las células de la placenta son ricas en receptores de manosa
(Pontow S, y cols., 1992.) y en un factor de crecimiento conocido como eritritol, presente
en tejidos placentarios animales, lo que explica la avidez de Brucella por los mismos,
ademas de su intensa replicacion dentro de los trofoblastos placentarios. La supervivencia
de Brucella dentro de las células se ha asociado con la sintesis de enzimas antioxidantes y
a la produccion de GMP (guanosina 5'monofosfato) y adenina, que inhiben la fusién
fagosoma-lisosoma, la desgranulacion, la activacion del sistema mieloperoxidasa-haluro y
la produccidn del TNF-a. El cuadro clinico y la evolucién de la infeccion varian en funcién
de la especie animal afectada. En los mamiferos rumiantes y en el ganado porcino la
manifestacion clinica es el aborto. En el hombre presenta una gran tendencia a la
cronicidad y se caracteriza por fiebre y localizaciéon de las bacterias en distintos tejidos
(articulaciones, hueso, endocardio, sistema nervioso).

3.8. CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD
Es una enfermedad que se autolimita o se vuelve crénica. Muchos pacientes padecen
infecciones asintomaticas. El periodo de incubacién varia entre 10 y 20 dias, aunque la
sintomatologia puede aparecer varios meses después. La variacién dependera de la
virulencia de la cepa de Brucella, la dosis infectante, la ruta de entrada y el estado
nutricional e inmune del individuo. La brucelosis humana ha sido clasificada en forma
arbitraria en varias categorias: subclinica, subaguda, aguda, recurrente y cronica, segun las
manifestaciones clinicas. La mayoria de los autores consideran el desarrollo de dos fases
en la enfermedad: la aguda y la crénica. La etapa aguda se manifiesta con fiebre elevada,
escalofrios, sudoracion de olor caracteristico, dolores musculares y articulares. Es dificil la
identificacion de la enfermedad en esta etapa, ya que los signos y sintomas pueden ser
comunes a otras enfermedades como la salmonelosis, fiebre tifoidea, tuberculosis y
leptospirosis. Debido al empleo de los antibidticos ya no se registra el clasico patrén de
fiebre ondulante. La tercera parte de los pacientes presenta tos seca o productiva, el 30%
estrefiimiento, el 5-10% diarreas. En el 50% de los casos se produce hepatomegalia ligera
o moderada y esplenomegalia y en el 25% adenopatias. Mas del 5% de los pacientes
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presentan lesiones cutaneas: erupciones papulonodulares en el tronco y extremidades, de
las que puede aislarse el microorganismo. Es caracteristico el desarrollo de localizaciones
especificas como la osteoarticular, respiratoria, genitourinaria y neuronal. El término
brucelosis crénica debe reservarse a pacientes cuya enfermedad lleve un periodo de
evolucion mayor de seis meses. Las recaidas o recidivas se presentan en el 15% de los
casos, luego de 2 a 3 meses de terminado el tratamiento.

3.9. TRATAMIENTO
Las especies de Brucella aisladas en el pais son sensibles in vitro a la mayoria de los
antibiodticos, con excepcién de las penicilinas y sus derivados (Lopez y cols., 2004) segun la
Norma Oficial Mexicana NOM-022-SSA2-1994, para la prevenciéon y control de la
brucelosis en el hombre el tratamiento de brucelosis debe ser especifico y los
medicamentos a utilizar serdn conforme a los siguientes esquemas:

e Esquema A: tetraciclina y estreptomicina, de primera eleccion para adultos.

e Esquema B: rifampicina y trimetroprim con sulfametoxasol, indicado en nifos,
mujeres embarazadas (después del primer trimestre) y ancianos.

e Esquema C: doxiciclina y rifampicina, en los casos de que exista fracaso con la
administracion de los esquemas A o B y en los que la enfermedad presente
evolucién prolongada.

La evaluacién del tratamiento se debe realizar mediante la ausencia de signos y sintomas,
ausencia de Brucella en sangre, ademdas de disminucidon o desaparicién de los titulos de
anticuerpos 1gG medidos por la prueba de aglutinacion con 2-ME. Actualmente se ha
sugerido el empleo de otros antibidticos como diversas quinilonas, tigeciclina, asi como el
uso de gentamicina en microparticulas (Pappas y cols., 2006)

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-041-Z0O0-1995, campafia nacional de brucelosis en
los animales, cuando existe la sospecha de brucelosis en el hato de los animales deberan
ser sometidos a las pruebas diagndsticas autorizadas por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Desarrollo Rural, que son la prueba en tarjeta, prueba de rivanol, fijacion del
complemento y prueba de anillo en leche (prueba presuntiva). El estudio bacteriolégico se
recomienda realizarlo en muestras de leche, sangre y liquidos corporales o fragmentos de
tejido. Una vez confirmada la presencia de Brucella spp. En cualquier tipo de muestras
ratificara que el animal es positivo aun en ausencia de anticuerpos demostrables por
métodos seroldgicos. No existe ningln tratamiento antibidtico recomendado para los
animales con brucelosis, por lo que los animales positivos deberan ser sacrificados en un
rastro o en una unidad de produccién controlada.
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3.10. MEDIDAS DE CONTROL

La brucelosis humana tiene su origen en los animales; como consecuencia, la enfermedad
dejard de ser un problema para la salud publica cuando se controle y erradique la
enfermedad en los reservorios animales. Desde hace décadas se ha contado con vacunas
eficaces para el control de la enfermedad; en México, segiin la NOM-041-ZO0-1995 deben
utilizarse vacunas vivas, atenuadas y liofilizadas para prevenir la brucelosis en bovinos,
caprinos y ovinos. En el caso de las vacas se utilizan vacunas elaboradas con la cepa 19 de
B. abortus u otra que autorice la Secretaria, sin embargo no ha sido suficiente contar con
buenas vacunas para lograr el control y la erradicacién de un padecimiento tan antiguo
como este.

Por parte del sector salud se han elaborado normas oficiales que pretenden mejorar los
factores de contaminacion y la calidad sanitaria de la leche. Entre ellas se pueden
mencionar:

e NOM-091-SSA1-95 que establece las especificaciones sanitarias para la leche fluida
pasteurizada de vaca.

o NOM-121-SSA1-1994. Bienes y servicios. Quesos: frescos, madurados, procesados.
Especificaciones sanitarias. Esta norma entro en vigor en mayo de 1996 y abarca
aspectos microbioldgicos vy fisicoquimicos; en ella se indica que la elaboracion de
guesos debe realizarse con leche pasteurizada.

Sin embargo, los productos lacteos de origen artesanal son dificiles de controlar porque se
venden en forma clandestina, no tienen etiquetas y la venta se realiza en mercados
publicos o en la calle; esto dificulta la aplicacion de medidas de control. Los problemas
gue se presentan con mayor frecuencia en la industria quesera artesanal son: el queso
contaminado con microorganismos patdgenos de origen o adquiridos durante su
elaboracidn, la falta de tratamiento térmico ya que las técnicas artesanales no incluyen la
pasteurizacion, y la corta vida de los quesos frescos, pues perecen rapido (Meljem vy
Flores, 1998).

La brucelosis genera grandes pérdidas econdmicas tanto en la industria pecuaria como en
la salud publica, por lo que ademds de campanas de vacunacidn en los animales, se debe
establecer en incrementar las medidas de prevencidn, de higiene personal, asi como los
controles sanitarios en la elaboracién y comercializacion de leche, quesos y otros
derivados lacteos.
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3.11. QUESOS

3.11.1. Definicion:
De acuerdo a la FAO/OMS el queso es: productos fresco o madurado obtenido por la
coagulacion y separaciéon de suero de la leche, nata, leche parcialmente desnatada,
mazada o por una mezcla de estos productos.

3.11.2. Clasificacidn de acuerdo al tipo de fabricacion:

a) Fabricacidon artesanal (tradicional), la cuajada se obtiene afiadiendo el cuajo
directamente a pequefios volimenes de leche cruda.

b) Fabricacién industrial, adopta tratamientos térmicos para pasteurizar la leche.
(Gonzalez, 2002)

3.11.3. EL QUESO COMO RESERVORIO DE Brucella

Brucella es una bacteria que posee gran capacidad para sobrevivir y persistir en leche y
diferentes derivados lacteos, sobreviven mejor en el queso que en otros productos. El
crecimiento de la biota normal de los productos lacteos produce la caida del pH, por el
incremento del acido lactico. Los lactobacilos contribuyen a limitar su crecimiento; sin
embargo algunas cepas son capaces de adaptarse al choque acido y sobreviven. Algunas
crecen aun a pH de 4 (Kulakov y cols., 1997); el pH del queso desempefia un papel critico
en la supervivencia y crecimiento de Brucella, por lo que es un vehiculo potencial de su
transmisién a humanos. (Torres Vitela y cols., 2010) (Tabla 2).

TABLA 2
Supervivencia de Brucella en leche y diferentes derivados lacteos. Tomado de:*
Cepa o tipo Medio/ producto Temperatura Viabilidad
B. abortus Leche 25-37°C 24 horas
B. abortus Leche 0°C 18 meses
B. abortus Crema 4°C 6 semanas
B. melitensis Crema 4°C 4 semanas
B. melitensis Quesos varios - 15-100 dias
B. melitensis Queso fresco de 37°C 48-72 horas
cabra 4°C 11 semanas

B. melitensis Leche 37°C 5-24 horas

4°C 18 meses
B. melitensis Queso blanco - 1-8 semanas
B. abortus Suero de leche 17-24 °C <4 dias
B. melitensis Mantequilla 8°C 142 dias
B. melitensis Helado 0°C 30 dias

*(Torres Vitela y cols., 2010)
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Las brucelas son bastantes sensibles al calor, asi que se destruyen rapidamente a
temperaturas de pasteurizacion, sin embargo, en los quesos frescos artesanales no se
lleva a cabo ningln tratamiento térmico lo que provoca la supervivencia y crecimiento de
Brucella en los mismos (Tabla 3).

TABLA 3. Supervivencia de Brucella en diferentes quesos

Tipo de queso Temperatura Viabilidad
Queso fresco de leche - 1-8 semanas
de vaca
Queso fresco de leche 37°C 48-72 horas
de vaca 4°C 11 semanas
Quesos varios - 15-100 dias

(Torres Vitela y cols., 2010)

3.11.4. METODOS DIAGNOSTICOS DE Brucella EN LECHE Y SUS DERIVADOS

3.11.4.1. MICROBIOLOGICO

Es recomendable el enriquecimiento de los productos lacteos, como los quesos ya que es
probable que estas muestras contengan un numero pequefio de microorganismos, se
necesita que las muestras estén homogenizadas cuidadosamente antes del cultivo,
después de haberlas sometido a un triturador de tejidos, a un digestor (“Stomacher”) o a
una batidora eléctrica se recomienda centrifugar y cultivar el precipitado, deben aplicarse
estrictas medidas de seguridad para evitar aerosoles. El enriquecimiento se puede realizar
en medio liquido en caldo de suero-dextrosa, con caldo de triptosa o caldo de (tripticasa)-
soja (TSA) o con caldo para Brucella suplementado con una mezcla de antibidticos que
lleve al menos anfotericina B (1 pg/ml) y vancomicina (20 pg/ml) y deben cultivarse las
capas superficiales (corteza y partes adyacentes) y el interior del producto ya que la
distribucién de Brucella por las diferentes partes del producto varia en funcién de las
condiciones fisico-quimicas locales relacionadas con la tecnologia especifica del proceso.
El medio de enriquecimiento debe incubarse a 37°C con 5-10% de CO2 hasta 6 semanas,
realizando subcultivos semanales a un medio sdlido selectivo. Si se prefiere, se puede
utilizar un sistema bifasico con un medio selectivo liquido y sdlido en el mismo frasco
(técnica de Castafieda) para reducir el subcultivo. El cultivo de los derivados lacteos como
lo es el queso para la busqueda de Brucella no es tan exitoso ya requiere de mucho
tiempo y el porcentaje de recuperacién es muy bajo. (Nielsen K., 2012)
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3.11.4.2. INMUNOLOGICO

Prueba de anillo en leche

Esta prueba esta indicada para la deteccién de anticuerpos anti Brucella en la leche. Estos
anticuerpos reaccionan con el antigeno coloreado de Brucella, formando con él, un
complejo, que se adhiere a los glébulos de grasa de la leche y que asciende con ellos para
formar una capa de crema coloreada, de intensidad variable de acuerdo al grado de
reaccion. En ausencia de anticuerpos especificos esta capa sera blanca y la columna de
leche estara colo-reada por las células de Brucella teiiidas que contiene la suspension.
Esta prueba tiene una sensibilidad del 99% y una especificidad del 56% que es una
desventaja del método (Bercovich, 1998).

3.11.4.3. DIAGNOSTICO DE DNA DE Brucella MEDIANTE PCR
El estandar en el diagndstico sigue siendo el aislamiento del agente etioldgico a partir de
tejidos, sangre, exudados, leche, entre otras muestras, con la posterior identificacion
bacterioldgica del aislado. Sin embargo el porcentaje de aislamientos no es tan exitoso en
todos los casos (18-70%) y depende de muchos factores. Debido a los inconvenientes que
presentan los métodos bacterioldgicos, la técnica de PCR ofrece ventajas como una
herramienta para el diagndstico y la identificacién de Brucella.

El primer reporte de PCR en aislados de Brucella fue realizado por Fekete y colaboradores
en 1990. Los investigadores disefiaron los oligonucleétidos a partir de la secuencia de una
proteina de membrana externa de 43kDa de B. abortus $19, con un producto esperado de
635 pares de bases (Fekete y cols., 1990). En 1994 Bricker y Halling disefiaron el primer
PCR multiple a partir de la secuencia de insercion multicopia IS711. Este sistema,
nombrado AMOS-PCR, utiliza cinco iniciadores que pueden identificar y diferenciar las
especies de Brucella; B. abortus bv. 1,2 y 4 amplificaron un producto de 498 pb; B.
melitensis bv. 1, 2 y 3 amplificaron un producto de 731 pb. (Bricker y Halling, 1994)

3.12. PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa o PCR permite generar una gran cantidad de
copias de un fragmento de DNA (acido desoxirribonulceico). El requisito fundamental para
poder llevar a cabo la reaccidon es disponer de fragmentos cortos de DNA de cadena
sencilla complementarios a los extremos del fragmento a amplificar. Estos fragmentos
serviran como cebadores para que una enzima polimerasa sea capaz de incorporar
nucledtidos complementarios a la cadena molde. Una vez completada la reaccién la
cantidad fragmento amplificado se puede visualizar mediante técnicas sencillas de
separacion de fragmentos de DNA. (Pérez de Castro)
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Dentro de algunas aplicaciones de la PCR se encuentran el diagndstico molecular de
enfermedades genéticas humanas, de infecciones virales y bacterianas, en estudios de
evolucién molecular, clonacion y expresion de genes, identificacién de individuos, entre
otras. Asi la técnica de PCR ha sido ha sido de gran utilidad en el diagndstico de
enfermedades fastidiosas o de crecimiento lento como las del genero Brucella. Esta
técnica podria ser util como complemento de pruebas seroldgicas o cuando no hay un
resultado concluyente, ademads de que a diferencia de los cultivos bacteriolégicos permite
trabajar con microorganismos muertos, hecho que evita el riesgo de infeccién en el
operador (Muller y Faloona, 1987).
Para que el proceso se lleve a cabo en el tubo de reaccién debemos encontrar:

1. ADN objetivo ( el que se quiere amplificar)
El DNA en el que se encuentre la secuencia que queremos amplificar, suele estar presente
en pequeias cantidades.

2. ADN Polimerasa y deoxinucleétidos (Taq polimerasa)
La ADN polimerasa resistente a altas temperaturas, generara copias complementarias a la
secuencia de interés utilizando como como materia prima los cuatro nucleétidos que
constituyen el ADN: adenina, timina, guanina y citosina.

3. Primers:
También conocidos como “iniciadores” o “cebadores”, son cadenas cortas de nucledtidos
(oligonucleétidos). Cada uno de ellos debe ser complementario del tramo al que tienen
gue unirse en las cadenas separadas del ADN objetivo. Es importante aclarar que los
primers no deben ser complementarios entre si para evitar la propia replicacion (Eduardo
Santambrosio) (Figura 4)

PRIMER

[ on— ]
’r;*t—,f—*” GAGGATTCLTGAATTAT
£

—— A,
AR DNA
\\ Polimerasa

TGTGAGGATTCTGAATTAT
ACACTCCTAAGACTTAATAG

ADN objetivo

Figura 4. Componentes necesarios en una PCR
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3.12.1. ETAPAS DE LA PCR

Desnaturalizacién: Para que pueda iniciarse la reaccion es preciso que las moléculas de
ADN molde se encuentren en forma de cadena simple. Esto se consigue calentando a
temperatura de 90 a 952C para que produzca la rotura de los enlaces puente de hidrogeno
intercatenarios y la separacidon de ambas cadenas, para asegurar la completa separacion
de la doble cadena del ADN esta temperatura debe mantenerse unos minutos. Si el ADN
solo se desnaturaliza parcialmente éste tenderd a renaturalizarse muy rdpidamente
dificultando con esto el proceso de hibridacion.

Hibridacion: Una vez que el ADN esta desnaturalizado se disminuye la temperatura de la
reaccion hasta un rango comprendido entre los 40 y los 609C para que se pueda producir
la hibridacién especifica de los cebadores a las secuencias flanqueantes del fragmento que
se desea amplificar, de tal forma que los oligonucledtidos que flanquean a la secuencia de
interés van a poder unirse a sus secuencias complementarias y van a servir de cebadores
para que la ADN polimerasa comience a sintetizar nuevas copias. La temperatura a la que
se realiza esta etapa debe establecerse para cada reaccidon en funcién de la longitud de los
cebadores y su secuencia (Temperaturas inferiores a la éptima nos producirdn
hibridaciones inespecificas de los cebadores y temperaturas superiores nos dificultaran la
eficiencia de la misma.

Extensidn: Durante esta etapa la ADN polimerasa termoresistente incorpora nucledtidos
en el extremo 3" del cebador utilizado como molde la cadena de ADN previamente
desnaturalizada.

La temperatura a la que se realiza esta etapa de la reaccién suele ser de 722C ya que es la
temperatura a la que la “Taq polimerasa” alcanza su maxima actividad. Normalmente una
extensién de 20 segundos es suficiente para fragmentos menores de 500 pares de bases, y
40 segundos para fragmentos por encima de 1.2Kb.Al finalizar cada uno de los ciclos el
numero de copias obtenidas se duplica y después de 20 ciclos ya tenemos
aproximadamente 1 milldn de copias de cada una de las moléculas molde iniciales ADN.
(IDIBAM, 2008) (Figura 5)
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Figura 5. Pasos que constituyen el ciclo de la PCR. A) Principales componentes de la reaccién en cadena
de la polimerasa. B) Esquema de los tres pasos que constituyen un ciclo de la PCR.

3.13. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
La agarosa, coloide natural que se extrae de las algas, es un polisacarido lineal formado
por la repeticidn de la unidad basica, la agarobiosa, que comprende unidades alternadas
de galactosa y 3,6- anhidrogalactosa. La agarosa es muy fragil y las manipulaciones
pueden destruirla con facilidad. Los geles de agarosa poseen grandes poros y se emplean
fundamentalmente para separar las moléculas grandes con un peso molecular de mas de
200 kDa.

Los geles de agarosa permiten una electroforesis rapida, pero con una resolucién limitada
por cuanto las bandas que se forman en los geles tienen tendencia a ser difusas y a
esparcirse. Ello obedece al tamafio de los poros y no puede controlarse. Los geles de
agarosa se obtienen por suspension de agarosa seca en polvo en un tampdn acuoso, tras
lo cual se hace hervir la mezcla hasta que la agarosa se funde y se convierte en una
solucién transparente. A continuacion, se vierte esta solucidon en un molde para gel y se
deja enfriar a temperatura ambiente hasta que se forma un gel rigido. Al endurecerse, la
agarosa forma una matriz cuya densidad viene determinada por su concentracién.

3.13.1. Tampodn de electroforesis
La movilidad electroforética del ADN se ve afectada por la composicién y la fuerza idnica
del tampon de electroforesis. En ausencia de iones, la conductancia eléctrica es minima y
el ADN migra lentamente o ni siquiera se desplaza. En un tampdn de elevada fuerza idnica
la conductancia eléctrica es muy elevada y se genera una importante cantidad de calor. En
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el peor de los casos, el gel se funde y el ADN se desnaturaliza. Se dispone de varios tipos
de tampones para la electroforesis de ADN nativo bicatenario. Contienen EDTA (pH 8,0) y
tris-acetato (TAE), tris-borato (TBE) o trisfosfato (TPE) a una concentracién de
aproximadamente 50 mM (pH 7,5 — 7,8). Los tampones de electroforesis suelen
prepararse en forma de soluciones concentradas y se conservan a temperatura ambiente.
El TBE se utilizaba inicialmente a una concentracidon de trabajo de 1x en el caso de la
electroforesis en gel de agarosa. No obstante, una solucidn de trabajo de 0,5x proporciona
un poder mas que suficiente y en la actualidad practicamente todas las electroforesis en
gel de agarosa se practican utilizando esta concentracion.

3.13.2. Concentracion de agarosa
Un fragmento de ADN de un tamaino determinado migra a diferentes velocidades a través
de los geles segun la concentracion de agarosa. En funcién de la concentracion de agarosa
o tampdn, se pueden separar segmentos de ADN que contengan de 20 a 50 000 pb. En los
geles horizontales, la agarosa se emplea por lo general en concentraciones comprendidas
entre un 0,7 %y un 3 %.

3.13.3. ADN marcador

Para una tensién, un gel de agarosa y unas concentraciones de tampdn determinadas, la
distancia de migracion depende del peso molecular del material inicial. Asi pues, debe
cargarse un ADN marcador de tamafio conocido en las ranuras situadas en los extremos
derecho e izquierdo del gel. Generalmente un marcador contiene un nimero determinado
de segmentos de ADN conocidos, lo cual facilita la labor de determinar el tamafio de los
ADN desconocidos en caso de que se produjese alguna distorsion sistematica del gel
durante la electroforesis.
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4. MARCO DE REFERENCIA
Se han realizado multiples reacciones de PCR para la identificacion de especies de
Brucella, desde el método tradicional hasta el que se realizd en este trabajo que es la PCR
multiple.

En 2007 Conde y colaboradores desarrollaron una PCR multiple que les permitiera
detectar e identificar Brucella sp. en muestras de leche, donde utilizaron 152 muestras de
leche bovina, de tanques de establecimientos libres de brucelosis y 100 de infectados,
cada una estaba formada por mezclas de leche de 50 a 300 animales, de las 252 muestras,
4 fueron positivas a PCR multiple (tres B. abortus biot 1 y una B. suis).

En 2006 Sullivan y colaboradores realizaron una PCR multiple con la finalidad de
diferenciar a 6 de las 10 especies de Brucella, ya que la homologia que existe entre las
especies es importante, pero también se sabe que existen genes diferentes entre las
especies, utilizaron oligonucledtidos especificos para poner de manifiesto estos genes, las
condiciones de PCR fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C por 7 minutos, seguido de
desnaturalizaciéon a 95°C por 35 segundos, alineacién de 64°C por 45 segundos y
extension de72°C durante 3 minutos, este ciclo se repitid 35 veces y finalizé con una etapa
de extension final a 72°C por 6 minutos, reportaron lo siguiente (Tabla 4) respecto a las
especies de B. abortus y B. melitensis:

TABLA 4. PCR multiple realizado por Sullivan y colaboradores

Especie de Genes que Gen Gen Fragmentos
Brucella amplifica ausente especifico amplificados (pb)
B. melitensis  wboA, omp31, eryC, rpsL 794, 450
CRP
B. melitensis = wboA, omp31, eryC, rpsL 794, 450
Rev 1 rpsL, CRP
B. abortus wboA, eryC, CRP omp31 794, 450
B. abortus eryC, CRP omp31, 2524pb 2524, 794, 450
RB51 wboA
B. abortus $19 wboA, eryC, CRP omp31 794, 450

25




= Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

Facultad de Ciencias Quimicas

Lo que pone de manifiesto que el gen que diferencia entre las especies de B. abortus y B.

melitensis es el gen omp31 presente en B. melitensis y ausente en B. abortus, ademas de

reportar genes especificos de las variantes en la especie. (David J. Sullivan y cols., 2006)

En 2008 Lépez Goiii y colaboradores realizaron una PCR multiple para diferenciar especies

de Brucella ademas de incluir las cepas vacunales encontradas en diferentes laboratorios

de Europa, para extraer el DNA ocuparon un kit de lisis de células bacterianas, al realizar la
PCR obtuvieron 7 productos de amplificacién, siendo de interés para este trabajo B.
abortus (1682, 794, 587, 450 y 152 pb) y B melitensis (1682, 1071, 794, 587, 450 y 152 pb).
(Tabla 5)

B. abortus
Cepas
patdgenas B. melitensis

B. abortus S19

Cepas
vacunales B. abortus RB51

B. melitensis Rev 1

Tamaiio de los
amplicones
obtenidos (pb)
1682, 794, 587,
450y 152
1682, 1071,
794,587,450y
152
1682, 794, 450
y 152
794,587,450y
152

Tamaiio de
amplicones
deletados (pb)

587

1682, 1320

TABLA 5. PCR muiltiple realizado por Lépez Goiii y colaboradores
Especie de Brucella Tamaiio de

amplicones

adicionales (pb)

2524

218
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La presencia de brucelosis es causa de importantes pérdidas econémicas del ganado
bovino asi como en los productos lacteos que derivan de estos como lo es el queso ya que
su presencia representa impedimentos en el comercio y exportacién del ganado infectado
o proveniente de las zonas endémicas, ademas de las afecciones humanas; al afio se
reportan mundialmente mas de 500,000 nuevos casos en humanos.

La falta de diagndsticos rapidos y especificos para la identificacién de Brucella en quesos y
en otros alimentos hace del PCR la técnica adecuada para determinar la presencia de esta
bacteria en quesos frescos no pasteurizados, los que nos lleva a plantear la siguiente
pregunta:

¢Cual es la prevalencia de Brucella en quesos frescos en mercados de la ciudad de Puebla
y cual de sus especies es la mds frecuente detectada mediante la técnica de PCR multiple?
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6. JUSTIFICACION

En México la presencia de brucelosis es causa de importantes pérdidas econémicas del
ganado bovino asi como en los productos lacteos que derivan de estos, sin embargo los
métodos seroldgicos y microbiolégicos para la identificacion de las diferentes especies
patégenas en distintos hospederos, asi como la diferenciacién de cepas vacunales de estas
especies, dificulta la capacidad de distinguir animales infectados de animales vacunados,
lo que trae como consecuencia deficiencias en el control de la enfermedad, asi como su
comercio, promoviendo la permanencia o re-emergencia de esta zoonosis.

Con base en lo anterior, surge la necesidad de implementar un método de PCR multiple
para el diagndstico molecular rapido y preciso de Brucella y sus especies en productos
lacteos como los quesos artesanales no pasteurizados, esto con la finalidad de saber cual
es la especie del género Brucella que infecta al humano.
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7. OBIJETIVOS
General
Identificar el DNA de las especies de Brucella mediante PCR multiple a partir de DNA
bacteriano obtenido en quesos artesanales no pasteurizados en mercados de la ciudad de
Puebla.

Particulares
1) Obtener DNA gendmico bacteriano para los controles positivos a partir de cepas de
Brucella abortus y Brucella melitensis del cepario del Laboratorio de Patogenicidad
Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas ICUAP-
BUAP.
2) Seleccionar los oligonucleétidos mas adecuados para utilizarlos en la PCR multiple.

3) Hacer un diagndstico preliminar mediante PCR para amplificar el gen bp26.

4) Estandarizar y aplicar la PCR multiple para la deteccidon de Brucella en quesos
frescos.
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8. METODOLOGIA

8.1. ESTANDARIZACION DE LA PCR UTILIZANDO CEPAS TIPO
8.1.1 Descongelamiento y aislamiento de cepas de Brucella utilizadas como control

positivo

Las cepas de Brucella abortus y Brucella melitensis se obtuvieron en el cepario del
Laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbioldgicas ICUAP-BUAP, se descongelaron lentamente de -70°C manteniéndolas en
hielo durante media hora o hasta su completa descongelacién. Para su crecimiento fueron
sembradas en agar BRUCELLA-BUAP por siembra masiva e incubadas a 37°C, en tensidn de
CO, al 5% durante 48 horas.

8.1.2. Confirmacion de cepas del género Brucella

8.1.2.1. Extraccidn de DNA bacteriano de cepas de Brucella

Una vez obtenido el crecimiento masivo de Brucella se procedié a la extraccién de DNA la
cual se llevd a cabo con el kit Quick-gDNA MiniPrep. Para ello, se realizd una suspension
del cultivo bacteriano en 200 uL de agua estéril en un tubo para centrifiga, se agito de 5
a 10 minutos a temperatura ambiente; se transfiri6 a una columna de extraccion
contenida en un tubo como soporte y se centrifugd a 11 000 revoluciones durante un
minuto, posteriormente se decanté el liquido contenido en el tubo. A la columna se le
afiadieron 200 pL de buffer de pre-lavado vy se centrifugd nuevamente a 11 000
revoluciones por un minuto se decantd y se afiadieron 500 uL de buffer de lavado a la
columna, se centrifugd y se decantd nuevamente. Posteriormente se transfirio la columna
en un tubo para microcentrifuga y se agregaron 500 pL de agua estéril, se incubod durante
5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugo a 12,000 rpm durante 45
segundos y en el tubo para microcentrifuga se obtuvo el DNA extraido y purificado.

8.1.2.2. Electroforesis en gel de agarosa y visualizacion de DNA de cepas control

Los productos de extraccion fueron analizados mezclando 5uL de DNA bacteriano con 2uL
de buffer de DNA y sometidos a una electroforesis en gel de agarosa al 1%, vy el cual se
sometid a 90 volts durante 1 hora en buffer TAE IX (0.04M Tris-acetato, 0.001M EDTA pH
8.0). Para estimar la longitud del fragmento de ADN se utilizd el marcador de tamafio
molecular de 1000 pb (Gene Ruler™ 1000bp DNA Ladder FERMENTAS). El gel fue tefiido en
solucién de bromuro de etidio a una concentracién de 5ug/mL durante 5 minutos y
posteriormente el material genético se visualizé en el transiluminador UV.
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8.1.2.3. Deteccion del gen bp26

Una vez obtenido los DNA de las cepas de Brucella utilizadas como control positivo se
sometieron a PCR para detectar el gen bp26 y confirmar que estas cepas fueran del
género Brucella ya que este gen se encuentra en todas las especies. La técnica de PCR se
realiz6 empleando una mezcla de reaccion comercial (GoTaq® Green Master Mix,
PROMEGA) a la cual se le adicionaron los oligonucleétidos y el ADN extraido de las cepas,
lo que se muestra en la (Tabla 6).

Tabla 6. Composicion de la mezcla de reaccidon a emplear en la técnica de PCR

GoTaq (Master Mix) 12.5uL
Iniciadores 1uL de c/u (2uL)
ADN obtenido de cepas 5uL
Agua inyectable 5.5uL
Volumen final 25uL

La mezcla de reaccion final se sometié a un proceso de amplificacién en un termociclador
(Mastercycler Personal, EPPENDORF). El programa consistié en desnaturalizacion inicial a
95°C por 7 minutos, seguido de desnaturalizacion a 95°C por 35 segundos, alineacién de
64°C por 45 segundos y extension de72°C durante 3 minutos, este ciclo se repitid 35 veces
y finalizé con una etapa de extension final a 72°C por 6 minutos (Garcia y cols,. 2006).
Posteriormente se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa descrita
anteriormente, se tifieron en una solucidon de bromuro de etidio a una concentracion de
5ug/mL durante 5 minutos y el material genético se visualizé en el transiluminador UV.

8.2. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR MULTIPLE UTILIZANDO LAS CEPAS
TIPO.

8.2.1. Confirmacion de especies de Brucella

La identidad de las cepas de referencia B. abortus y B. melitensis fue confirmada mediante
PCR multiple empleando una mezcla de reaccidn comercial (GoTaq®Green Master Mix,
PROMEGA), a la cual se le afadieron los oligonucleétidos iniciadores para la identificacion
de los genes: wboA, omp 31, ery C, rpsL y regulador transcripcional (crp) (Tabla 7) y el DNA
extraido, en la Tabla 8 se sefialan las cantidades usadas en el PCR mdultiple para la
confirmacién de las especies de Brucella utilizadas como control.
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TABLA 7. Iniciadores empleados para la identificacion de especies de Brucella y tamafio de los

productos de amplificacion.

Iniciador Secuencia 5°-3° Gen Blanco Tamafio del
Amplicén (pb)

WbF ATCCTATTG CCC CGATAA GG wboA 1,682
WbR GCTTCGCATTTT CACTGT AGC
OmpF TTT ACA CAG GCA ATC CAG CA omp31 1,071
OmpR GCG TCCAGT TGT TGT TGA TG

ErF GCC GCT ATT ATG TGG ACT GG eryC 587

ErR AAT GAC TTC ACG GTC GTT CG
RPS F CAG GCA AACCCTCAGAAGC rpsL 218
RPS R GAT GTG GTA ACG CAC ACC AA
CRPF CGC AGA CAG TGA CCATCA AA Regulador 152
CRPR GTATTC AGC CCCCGTTACCT transcripcional

(crp)

Tomado de Garcia et al., 2006

12.5ul

0.5uL de c/u (5uL)
S5uL

A una concentracién de 127ng/ul para
B.abortus y 59.9 ng/ulL para B. melitensis.

2.5 ulL

25pL

La mezcla de reaccidn final se sometid a un proceso de amplificacién en un termociclador
(Mastercycler Personal, EPPENDORF). El programa consistié en desnaturalizacion inicial a
95°C por 7 minutos, seguido de desnaturalizaciéon a 95°C por 35 segundos, alineacién de
64°C por 45 segundos y extension de72°C durante 3 minutos, este ciclo se repitié 25 veces
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y finalizd con una etapa de extensién final a 72°C por 6 minutos (Garcia y cols,. 2006).
Posteriormente se sometid a una electroforesis en gel de agarosa descrita anteriormente,
se realizd una tincién en una solucion de bromuro de etidio a una concentracion de
5ug/mL durante 5 minutos y posteriormente el material genético se visualizd en el
transiluminador UV. Una vez obtenidos los amplicones de cada una de las cepas de
Brucella, se disefié la PCR multiple para detectar las especies de Brucella en los quesos
positivos al gen bp26.

8.2.2. DETERMINACION DE CONCENTRACION Y PUREZA DEL DNA EXTRAIDO DE LAS
CEPAS CONTROL

Una vez confirmadas las especies de Brucella, se determind la concentracién y pureza del
DNA de Brucella abortus S19 y Brucella melitensis M16 mediante una cuantificacidon de
DNA realizada en un nanofotémetro marca Implen a absorbancias de 230, 260, 280 y 320
nm. Se realizaron diluciones del DNA de las cepas de Brucella empleadas como control
positivo a 1:2, 1:5, 1:10, 1:100 y 1:1000 en agua estéril y se hizo una PCR multiple con
estas diluciones con la finalidad de saber que concentracion de DNA es la minima a
emplear en una reaccién de PCR y obtener los amplicones adecuados para cada especie
de Brucella.

8.2.3. INOCULACION DE QUESOS DE LECHE DE CABRA Y VACA CON Brucella abortus y
Brucella melitensis.

Para verificar el método se inocularon quesos frescos hechos de leche de vaca y cabra con
Brucella abortus S19 y Brucella melitensis M16, se hizo una suspensiéon bacteriana por
igualacion de turbidez a una concentracion de 3X108 particulas y posteriores diluciones
hasta llegar a 60,000 particulas para inocular 50mL, ya que la concentracién de bacterias
reportada para la deteccidn de Brucella mediante PCR es de 1000 UFC/mL de leche en el
ganado bovino cuando tiene brucelosis (M. E. R. Hamdy, A. S. Amin, 2001) , ésta
suspension se inoculd en la homogenizacion realizada con los quesos y caldo BRUCELLA-
BUAP en relacién 1:10 (10g de queso en 90 mL de caldo) y triturada en una licuadora a
velocidad maxima durante un minuto, posteriormente se incubd por 3 horas a 37°Cy se
tomé una alicuota de 50 mL la cual se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos, se
decantd en un tubo cénico estéril y el sobrenadante se centrifugd a 7000 rpm durante 10
minutos, se desechd el sobrenadante, se trabajo la extraccion con el pellet obtenido y el
kit Quick-gDNA MiniPrep utilizando la misma metodologia descrita para la extraccién de
DNA de cepas, asi como también se utilizé la misma metodologia para la visualizacién de
DNA y PCR multiple.
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8.3. PROCESAMIENTO DE LOS QUESOS

8.3.1. Seleccidon de mercados muestreados

Los quesos frescos de leche de vaca fueron obtenidos de diferentes mercados de la
ciudad de Puebla (Tabla 9 y Figura 7), y elaborados en diferentes partes del estado o
diferentes estados (Tabla 10 y Figura 8), se muestrearon 15 de 29 mercados oficiales de la
ciudad de Puebla (Figura 6), de los cuales los criterios de exclusion para su muestreo
fueron:

1. Estar fuera de funcionamiento
2. No contar con locales donde se vendiera queso fresco de leche de vaca
3. No saber la procedencia de los quesos vendidos
4. Que los quesos fueran pasteurizados
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Figura 6. Mapa de la ciudad de Puebla en donde se muestran los mercados oficiales y se
sefialan con una estrella de color amarillo los mercados muestreados en este proyecto.
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TABLA 9. NUMERO DE

MUESTRAS POR MERCADO
Numero de
Mercado muestras por
mercado

a 3

b 2

c 5

d 3

e 4

f 2

g 3

h 1

i 4

j 2

k 4

1 1

m 5

n 6

i 5

TOTAL 50

f a

10% 6% b

i h 6%
4% 8% 2%

Figura 7. Porcentaje de quesos analizados por mercados.
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Tabla 10. Procedencia de los quesos muestreados en

Procedencia de los quesos

Atlixco, Puebla

Chignahuapan, Puebla

Chipilo, Puebla

Cuidad de Puebla

Jalapa, Veracruz

Las Vigas, Tlaxcala

San Antonio Cacalotepec, Puebla
San Gregorio Zacapechpan, Puebla
San Martin Texmelucan, Puebla
San Rafael, Veracruz

Santa Ana Chautempan, Tlaxcala
Santa Ana Xamimilulco, Puebla
Santa Catarina, Puebla

Santa Clara, Puebla

Santa Cruz Aquiahuatl, Puebla
Santa Elena Axocopa, Puebla
Santa Isabel Tlatlahua, Tlaxcala
Santa Maria Tonanzintla, Puebla
Santiago Xalizintla, Puebla
Tecamachalco, Puebla

Tlaxcala

la ciudad de Puebla
Numero de Mercado donde se recuperd la
muestras muestra
por
procedencia
2 c, k
1 d
9 a, b,d, g g himi,
1 n
1 j
1 m
1 m
1 a
3 i, k, m
1 n
1 n
2 e, f
1 c
1 n
6 c,ef,iim
1 c
1 e
7 a, b, cjknn
1 d
2 gn
4 e, | ,n, A
2 k, n

Tlaxcalancingo, Puebla
TOTAL

(%4
o
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NUMERO DE MUESTRAS POR PROCEDENCIA
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Figura 8. Grafica que muestra el nimero de quesos por procedencia.

8.3.2. Extraccion de DNA bacteriano de quesos

La extraccion de DNA bacteriano a partir de quesos frescos se llevd acabo haciendo una
suspensién de queso en caldo Brucella-BUAP en relacién 1:10 (10g de queso en 90mL de
caldo), posteriormente se incubd por 3 horas a 37°C y se tomé una alicuota de 50mL la
cual se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos, se decantd en un tubo cénico estéril y
este sobrenadante se centrifugd a 7000 rpm durante 10 minutos, y se desechd el
sobrenadante, se trabajod la extraccidn con el pellet obtenido y el kit Quick-gDNA MiniPrep
utilizando la misma metodologia descrita para la extraccién de DNA de cepas, asi como
también se utilizé la misma metodologia para la visualizacién de DNA.
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8.3.3. Seleccion tamiz de DNA de muestras de quesos por PCR para detectar el gen
bp26

Una vez obtenido el DNA bacteriano de los quesos se sometieron a PCR para detectar el

gen bp26 y poner de manifiesto la presencia de Brucella. La técnica de PCR se realizd

empleando una mezcla de reaccién comercial (GoTag® Green Master Mix, PROMEGA) a la

cual se le adicionardn los oligonucledtidos para amplificar el gen bp26 y el ADN extraido

de los quesos lo que se muestra en la Tabla 11

12.5ul
1uL de c/u (2uL)
S5uL
5.5 L

25ulL

La mezcla de reaccidn final se sometid a un proceso de amplificacién en un termociclador
(Mastercycler Personal, EPPENDORF). El programa consistié en desnaturalizacion inicial a
95°C por 7 minutos, seguido de desnaturalizacion a 95°C por 35 segundos, alineacion de
64°C por 45 segundos y extension de72°C durante 3 minutos, este ciclo se repitié 35 veces
y finalizé con una etapa de extension final a 72°C por 6 minutos (Garcia y cols,. 2006).
Posteriormente se sometidé a una electroforesis en gel de agarosa descrita anteriormente,
se realizd una tinciéon en una solucién de bromuro de etidio a una concentraciéon de
5ug/mL durante 5 minutos y el material genético se visualizé en el transiluminador UV.
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9. RESULTADOS

9.1. Estandarizacion de la PCR muiltiple utilizando cepas tipo

9.1.1. Descongelamiento y aislamiento de cepas de Brucella

Se obtuvo un crecimiento adecuado a las 48 horas de incubacién en tensién de CO, a
37°C, colonias redondas de 1-2mm de diametro, con bordes lisos, traslucidas y de color
ambar. (Figuras 9y 10)

FIGURA 9. Crecimiento de Brucella abortus 519 a las 48 horas en agar BRUCELLA-BUAP.

FIGURA 10.
Crecimiento de Brucella melitensis M16 a las 48 y 72 horas en agar BRUCELLA-BUAP.
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9.1.2. EXTRACCION DE DNA DE CEPAS DE Brucella

La extraccion de DNA de las cepas control se realizé a partir de colonias con 48 horas de
incubacién y sembradas en agar BRUCELLA-BUAP, todo el material utilizado fue nuevo y
estéril, la extraccidén se realizdé con el kit Quick-gDNA MiniPrep y con la metodologia
descrita el desarrollo experimental.

VISUALIZACION DE DNA DE CEPAS de Brucella

Los productos de extraccion fueron analizados para confirmar la existencia de DNA en la
muestra. (Figura 11)

DNA bacteriano =—p-

1000pb =

500pb =

Figura 11. DNA de especies de Brucella utilizadas como control positivo. L1, marcador de tamafio
molecular; L2, DNA extraido y purificado de Brucella abortus RB51; L3, DNA extraido y purificado de Brucella
abortus S19; L4, DNA extraido y purificado de Brucella melitensis H8; L4, DNA extraido y purificado de
Brucella melitensis M16.
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9.1.3. Confirmacion de especies de Brucella

Una vez obtenido el DNA gendmico bacteriano se realizé una PCR simple (Figura 12) para
detectar al gen bp26 y una PCR multiple para confirmar la especie de Brucella a utilizar
como control positivo utilizando oligonucleétidos para poner de manifiesto a los genes
wboA, omp31, eryC, rpsL y crp de 1682, 1071, 587, 218 y 152 pb respectivamente y asi
elegir a la biovariedad adecuada de cada especie de Brucella para utilizarla en el PCR
multiple, cabe destacar que las dos especies de Brucella analizadas son patdgenas para el
ganado bovino y también para el humano al consumir sus productos lacteos como el
queso fresco (Figura 13)

500pb —

Figura 12. Identificacidon del gen bp26 en DNA de las cepas control Brucella abortus y Brucella
melitensis. L1, marcador de tamafio molecular; L2, control positivo Brucella donde se observa el
amplicon de 1029pb correspondiente al gen bp26; L2, Brucella melitensis M16 donde se observa el
amplicon correspondiente al gen bp26 con 1029pb; L3, Brucella melitensis H8 donde se observa el
amplicon correspondiente al gen bp26 con 1029pb; L4, Brucella abortus donde se observa el
amplicon correspondiente al gen bp26 con 1029pb; L5, Brucella abortus donde se observa el
amplicon correspondiente al gen bp26 con 1029pb; L6, control negativo.

41



Benemérita Universidad Autonoma de Puebla Facultad de Ciencias Quimicas

1682pb Gen whoA—>
1071pb Gen omp 31—

1000pb

587pb Gen eer—t

500pb

152pb Gen crp ——»

Figura 13. Diferenciacion de cepas de Brucella relacionadas con infeccién en el ganado bovino por PCR
multiple. L1, marcador de tamafio molecular; L2, Brucella melitensis M16 donde se observan amplicones
correspondientes a los genes wboA, omp31, eryCy CRP con 1682, 1071, 587 y 152 pb respectivamente; L3,
Brucella melitensis H8 donde se observa DNA sin amplificacidon de genes; L4, Brucella abortus S19 donde se
observan amplicones correspondientes a los genes wboA, eryC y CRP con 1682, 587 y 152 pb
respectivamente; L5, Brucella abortus RB51 donde se observan amplicones correspondientes a los genes
eryCy CRP con 587 y 152 pb respectivamente; L6, control negativo.

Se hizo la eleccién de las especies Brucella abortus S19 y Brucella melitensis M16 como
controles positivos en la PCR multiple por ser las cepas tipo.
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9.1.4. DETERMINACION DE CONCENTRACION Y PUREZA DEL DNA EXTRAIDO DE LAS
CEPAS CONTROL

Una vez seleccionadas las biovares de las especies de Brucella que se utilizaron como
controles positivos Brucella abortus S19 y Brucella melitensis M16 se determind la
concentracion y pureza del DNA mediante una cuantificacion de DNA realizada en un
nanofotdmetro marca Implen a absorbancias de 230, 260, 280 y 320nm obteniendo para
Brucella abortus S19 una concentracion de 127ng/ulL y una pureza de 1.801, sabiendo que
la pureza de DNA extraido por medio de kits comerciales es maximo de 2, y para Brucella
melitensis M16 una concentracion de 59.9ng/uL y una pureza de 1.714 (Figura 14).

A B
3132z |- 5 Samplo M16 2
wentration 127 ngspl '\ Concentration 55.9 ng/pl
d Yactor 10 Lid Factor -~ 10
A230 A260 A280} . . R320 AZ230 A260 "R280 A320
n Mi~ 1 Al ' —'A A ] ] A
{ 0.855 0.263 0.151 0.010 2.290 0.128 0.078 0.008
AZ60-A280; R260,A230 A260,AZBO; A260/AZ30
H 1.801 0.300 1.714 0.052
Absorbance (A) Abl;ibm. w

_(rar

(( 34

e sepane A
s

A ~ —— e i e ]

Figura.14 Concentracion y pureza de DNA extraido de cepas de Brucella utilizadas como
control. A) Brucella abortus B) Brucella melitensis.
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Se realizé una dilucion del DNA de Brucella abortus S19 para aproximar las
concentraciones entre las dos especies, la dilucién se realizd de acuerdo a la siguiente
formula:

(C1) (V1) = (Cz) (Vz)
(127ng/ uL) (X ) = (60 ng/ pL) (10 pL)
_ (60ng/uL) (10 pL)
~ (127ng/uL)
X=4.72 uL

Se obtuvo una concentracion de 60 ng/ uL de DNA de la especie de Brucella abortus S19.
Se realizaron PCR multiple para las diluciones del DNA de las cepas de Brucella empleadas
como control positivo obteniendo lo siguiente: (Tabla 12) (Figuras 15y 16)

Tabla 12. Genes amplificados a las diferentes concentraciones de DNA bacteriano de las
cepas utilizadas como control positivo

Genes

wboA

(1682 pb) | v

AN
<

omp 31
(1071 pb)

\
<

ery C

(587 pb) | v

AN
<
<
AN

rpsL
(218 pb)

CPR

(152 pb) | v v v v v v v
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1682pb Gen whoA ——»

1000pb

\ 4

500pb 587pb Gen eer—:

152pb Gencrp —»

Figura 15. PCR multiple de diferentes concentraciones de DNA de B. abortus. L1, marcador de tamafio
molecular; L2, DNA de B. abortus a concentracion de 30 ng/uL donde se observan amplicones
correspondientes a los genes wboA, eryC y crp con 1682, 587 y 152 pb respectivamente; L3, DNA de B.
abortus a concentracion de 12ng/uL donde se observan amplicones correspondientes a los genes wboA,
eryCy crp con 1682, 587 y 152 pb respectivamente; L4, DNA de B. abortus a concentracién de 6ng/ulL donde
se observa el amplicdn correspondiente al gen crp con 152 pb; L5, DNA de B. abortus a concentracion de
0.6ng/uL donde se observa el amplicdn correspondiente al gen crp con 152 pb; L6, DNA de B. abortus a
concentracion de 0.06ng/uL donde no se observa ningun amplicon.
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1682pb Gen whoA—>
1071pb Gen omp31——»

1000pb

500pb 587pb Gen eryC —

152pb Gen crp ——»

Figura 16. PCR multiple de diferentes concentraciones de DNA de B. melitensis. L1, marcador de tamafio
molecular; L2, DNA de B. melitensis a concentracion de 29.95 ng/uL donde se observan amplicones
correspondientes a los genes wboA, omp31, eryCy crp con 1682, 1071, 587 y 152 pb respectivamente; L3,
DNA de B. melitensis a concentracion de 11.98ng/uL donde se observan amplicones correspondientes a los
genes wboA, omp31, eryCy crp con 1682, 1071, 587 y 152 pb respectivamente; L4, DNA de B. melitensis a
concentraciéon de 5.99ng/uL donde se observan amplicones correspondientes a los genes eryCy crp con 587
y 152 pb respectivamente; L5, DNA de B. melitensis a concentracion de 0.599ng/uL donde se observa el
amplicdn correspondiente al gen eryC con 587 pb; L6, DNA de B. melitensis a concentracion de 0.0599ng/uL
donde no se observan amplicones.
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9.1.5. INOCULACION DE QUESOS DE LECHE DE CABRA Y VACA CON Brucella abortus y
Brucella melitensis.

Se verificé la presencia de DNA bacteriano mediante una electroforesis en gel de agarosa
con la metodologia descrita anteriormente, observando en la Figura 17 la presencia de
DNA bacteriano en los quesos de leche de vaca inoculados, no asi en los quesos de leche
de cabra.

DNA bacteriano

1000pb

500pb

Figura 17. DNA de quesos inoculados con Brucella abortus y Brucella melitensis. L1, marcador de tamafio
molecular; L2, DNA obtenido de queso de vaca inoculado con Brucella abortus S19; L3, DNA obtenido de
queso de cabra inoculado con Brucella abortus S19; L4, DNA obtenido de queso de vaca inoculado con
Brucella melitensis M16; L5, DNA obtenido de queso de cabra inoculado con Brucella melitensis M16.
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El DNA bacteriano obtenido del queso de cabra fue concentrado de 50ulL a 25uL en un
concentrador de DNA, en condiciones rotacion, vacio y a temperatura ambiente, se le
realizd una electroforesis con la misma metodologia para su mejor visualizacidn,
comprobando la presencia de DNA bacteriano observado en la Figura 18.

DNA bacteriano

1000pb

500pb

Figura 18. DNA concentrado de los quesos inoculados. L1, Marcador de peso molecular; L2, DNA obtenido
de queso de cabra inoculado con Brucella abortus $19; L3, DNA obtenido de queso de cabra inoculado con
Brucella melitensis M16.

Una vez obtenidos los DNA bacteriano de los quesos inoculados se realizé una PCR para la
identificacion del gen bp26 obteniendo positivos a este gen las 4 muestras procesadas
(Figura 19)
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1029 pb Gen bp26 ———» '
1000pb SO . & " ‘ o=

500pb —> C—

Figura 19. Identificacion del gen bp26 en quesos de cabra y vaca inoculados con Brucella abortus y
Brucella melitensis. L1, marcador de tamafio molecular; L2, control positivo Brucella donde se observa el
amplicon de 1029pb correspondiente al gen bp26; L3-L6, quesos de cabra y vaca inoculados con Brucella
abortus y Brucella melitensis en donde se observa el amplicén de 1029pb correspondiente al gen bp26;

L7, control negativo.

Posteriormente se realizé una PCR multiple para verificar las especies de Brucella
inoculadas en los diferentes quesos, obteniendo los amplicones esperados en las 4
muestras trabajadas (Figura 20), con lo que se demuestra que la PCR es una técnica muy
especifica y sensible a pesar de que la concentracion de Brucella en el queso sea muy baja.
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Figura 20. PCR mutiltiple de DNA de quesos de cabra y vaca inoculados con Brucella abortus y Brucella melitensis. L1,
marcador de tamafio molecular; L2, control positivo Brucella melitensis donde se observan amplicones correspondientes a
los genes wboA, omp31, eryCy CRP con 1682, 1071, 587 y 152 pb respectivamente; L3, queso de vaca inoculado con B.
melitensis donde se observan amplicones correspondientes a los genes wboA, omp31, eryCy CRP con 1682, 1071, 587 y
152 pb respectivamente; L4, queso de cabra inoculado con B. melitensis donde se observan amplicones correspondientes a
los genes wboA, omp31, eryC y CRP con 1682, 1071, 587 y 152 pb respectivamente; L5, control negativo; L6, control
positivo B. abortus donde se observan amplicones correspondientes a los genes wboA, eryCy CRP con 1682, 587 y 152 pb
respectivamente; L7, queso vaca de inoculado con B. abortus donde se observan amplicones correspondientes a los genes
wboA, eryCy CRP con 1682, 587 y 152 pb respectivamente; L8, queso de cabra inoculado con B. abortus donde se observan
amplicones correspondientes a los genes wboA, eryCy CRP con 1682, 587 y 152 pb respectivamente; L9, control negativo.
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9.2. PROCESAMIENTO DE LOS QUESOS

Una vez demostrada la sensibilidad de la PCR para identificacion de Brucella en quesos
frescos de leche de cabra y vaca se procedié a trabajar con los quesos frescos obtenidos
de mercados de la ciudad de Puebla, la extraccién de DNA bacteriano de dichos quesos se
llevé a cabo con la metodologia descrita en el desarrollo experimental (Figura 21)

1000pb

500pb

Figura 21. DNA de quesos frescos de leche de vaca. L1, marcador de tamafio molecular; L2-L9, DNA de
quesos frescos de leche de vaca.

Una vez obtenido el DNA de las 50 muestras de queso se procedié a hacer una seleccién
mediante PCR para detectar al gen bp26 que se encuentra en todas las biovares de las
especies de Brucella abortus y Brucella melitensis, se utilizé la misma metodologia descrita
anteriormente, resultando las 50 muestras negativas al gen bp26. (Figura 22)
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1029 pb Gen bp26
1000pb >

500pb

AL

10

Figura 22. Identificacion del gen bp26 en quesos de vaca. L1, marcador de tamafio molecular; L2, control positivo

Brucella observandose el amplicén de 1029pb correspondiente al gen bp26; L3-L9, DNA de quesos de vaca negativos al

gen bp26; L10, control negativo.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

Las especies del género Brucella causantes de la brucelosis relacionadas al consumo de
quesos contaminados son Brucella abortus y Brucella melitensis, la técnica de PCR multiple
nos permitié poner de manifiesto al gen que diferencia entre estas dos especies, el gen
omp31 con 1071 pb esta presente en B. melitensis y ausente en B. abortus, los resultados
obtenidos concuerdan con los que obtuvo Sullivan y colaboradores en 2006 quienes
realizaron una PCR multiple con la finalidad de diferenciar a 6 de las 10 especies de
Brucella, y reportaron al gen omp 31 como el gen idéneo para diferenciar a B. abortus de
B. melitensis.

Se realizdé una PCR como prueba tamiz para la deteccidén del gen bp26 identificado como
un gen de uso potencial para diagnosticar brucelosis mediante la identificacion de
Brucella spp. en mamiferos apoyado con un estudio realizado por Rossetti y colaboradores
quienes confirmaron la presencia de este gen en Brucella abortus, Brucella melitensis,
Brucella ovis, Brucella suis, y Brucella canis.

Se corrobord lo ya descrito por Lépez Goni y colaboradores quienes en 2008 realizaron
una PCR multiple para diferenciar a Brucella abortus de Brucella melitensis incluyendo
cepas patégenas y cepas vacunales, se amplificaron genes compartidos por estas dos
especies como lo son los genes wbo A, ery C y CPR de 1682, 587 y 152 pares de bases
respectivamente y el gen omp31 con 1,071 pb que es el gen que las diferencia,
utilizdndose oligonucledtidos especificos para cada gen.

Se demostro la especificidad de la PCR multiple para Brucella abortus y Brucella melitensis
aplicada en DNA de quesos frescos de leche de vaca y cabra mediante la inoculacién de
una concentracion similar a la reportada por Hamdy y colaboradores en 2001 como la
minima para identificar a Brucella mediante PCR en leche de animales infectados,
demostrandose asi que la PCR multiple es un método especifico para la identificacion de
especies de Brucella en quesos frescos de leche de vaca y quesos frescos de leche de
cabra, estos reservorios son importantes transmisores de la brucelosis al humano.

Se puso de manifiesto la sensibilidad del método determinando la concentracion minima
de DNA extraido a partir de cultivo puro de Brucella para amplificar de manera correcta
por PCR multiple los genes de importancia en este trabajo correspondientes a las dos
especies de Brucella capaz de infectar al ganado bovino, para Brucella abortus S19 la
concentracion minima a la cual amplifico los genes wbo A, ery Cy crp fue de 6 ng/uL, para
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Brucella melitensis M16 la concentracién minima a la cual amplifico los genes wbo A, omp
31, ery Cy crp fue de 5.9 ng/uL, ya que a una concentracién menor a ésta no se amplifican
genes mencionados, por lo que no es posible determinar con certeza la especie,
semejante a lo reportado en 2005 por Montafio GOmez y colaboradores quienes
realizaron una evaluacién de la PCR a partir de muestras de leche y cultivos puros de
Brucella y determinaron que la concentracién minima de DNA para que fuera detectado el
gen wbo A en Brucella abortus es de 5 ng/ uL, en 2013 por Ruiz Romero y colaboradores
quienes realizaron una PCR multiple para la identificacién de Staphylococcus spp y
utilizaron una concentraciéon de DNA de 100 ng/ pL para su identificacion, demostrandose
que la PCR es mds sensible para la identificacion de Brucella.

En el presente trabajo no se detectd el DNA de Brucella en quesos frescos del 55.5% del
total de los mercados muestreados de la ciudad de Puebla por el método de PCR, a
diferencia de lo reportado por Villanueva Valencia y colaboradores quienes muestrearon
60 quesos frescos de leche de vaca en mercados del estado de Veracruz y obtuvieron
6.6% de muestras positivas a Brucella por el método de PCR. En el estado de Chihuahua
Escobedo Morales y colaboradores realizaron un muestreo de quesos y obtuvieron 8
muestras positivas a Brucella de 68 por medio de PCR doble. Y concordando con un
estudio microbioldgico realizado por Nuiiez S. en la Universidad de Chile con la finalidad
de determinar la calidad sanitaria del queso de cabra artesanal quien no determiné la
presencia de Brucella en el ganado caprino de la zona muestreada.
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11. CONCLUSIONES

1. ElI DNA gendmico bacteriano fue un buen control positivo para la amplificacién del
gen bp26 de Brucella abortus y Brucella melitensis.

2. Se estandarizo la técnica de PCR multiple para la deteccion de DNA de Brucella en
guesos frescos.

3. La técnica de PCR multiple fue de gran utilidad para la identificacién de especies
del genero Brucella ya que en ambos casos se obtuvo la amplificacion de los genes
esperados para cada especie.

4. Se determind la sensibilidad de la PCR multiple que es de 6 ng/ulL para Brucella
abortus y de 5.9 ng/uL para Brucella melitensis.

5. No se detectd DNA de Brucella en las 50 muestras de quesos mediante la técnica
de PCR.

RECOMENDACIONES

Como perspectiva para este proyecto es recomendable muestrear el 100% de los
mercados para descartar la presencia de Brucella en los quesos vendidos en mercados
oficiales de la ciudad de Puebla, asi como ampliar las muestras a quesos frescos hechos a
base de leche de cabra ya que las cabras también son un importante reservorio de
Brucella.
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